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Abstract 
Marine habitat actinomycetes can produce peculiar medicinal compounds, but the amount is not 
enough to meet the requirements of further study. Protoplast fusion technology is one of the most 
common methods of breeding to improve strains of actinomycetes. This article combined related 
progress, analyzed the factors that influenced the actinomycetes protoplast fusion, introduced the 
screening methods of actinomycetes fusants, and commented on the means as to how to use ge-
netic engineering to increase the titer of actinomycetes medicinal antibiotics. 
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摘  要 

海洋生境放线菌可产生较特异的药用化合物，但通常量很少很难满足后续的研究要求，原生质体融合技

术是改良放线菌菌株最常用的育种方法之一，本文结合相关研究进展，分析了影响放线菌原生质体制备

和融合的因素，介绍了放线菌融合子的筛选方法及应用，并对如何利用融合及基因技术等方法提高放线

菌药用抗生素的产量进行了评述。 
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1. 引言 

微生物作为药用活性化合物的重要生物资源，不断有新化合物被人类发现，放线菌(Actinomycetes)
以化合物种类丰富、实用性强而引人瞩目，放线菌属于原核生物系统进化树上高 GC%、革兰氏阳性细菌

分支类群，其对人类主要贡献是产生抗生素，现已发现的天然抗生素中约有 70%来源于放线菌家族[1] [2]。 
微生物生境与其产物关系密切，开发新生境的微生物，较容易获得新药用化合物，海洋生境的放线

菌由于生境特殊，形成的次级代谢产物在结构及生物活性等方面都与陆生放线菌不同而受到关注[3]，但

海洋微生物产生的次级代谢产物量很少，很难满足后续的研究要求，利用生物技术提高海洋放线菌药用

代谢产物成为研究和生产亟待解决的问题，而近年来生物技术在微生物尤其在药用放线菌采用中具有很

好的优势。 

2. 原生质体融合技术 

野生菌株产量较低，一般药用菌株开发利用之前，首先需要通过各种育种手段如物理与化学方法诱

变、基因杂交育种等方法获得高产菌株，与上述方法相比，原生质体融合技术是较新的方法，并有其独

特的优点。它突破种、属等分类界限，使在自然条件下和用常规方法不能接合的菌株发生融合，可在有

生产价值的株内、种间甚至属间进行杂交育种。原生质体融合的重组频率高，还可以和其它育种方法相

结合，先诱变再融合，或先融合再诱变。而且同基因工程育种相比，它不必对试验菌株进行详细的遗传

学研究，也不需要高精尖的仪器设备和昂贵的材料费用。原生质体融合技术起源于 20 世纪 60 年代，开

始是法国的 Karski 研究小组在两种不同类型的动物细胞混合培养中发现了自发融合现象。1974 年,匈牙利

的 Ferenczy[4]用离心力诱导的方法报道了白地霉(Geotrichum candidum)营养缺陷型突变株的原生质体融

合。接着微生物融合由种内融合扩展到界间的融合，如光合细菌与酵母菌的融合。1979 年匈牙利的 Pesti[5]
首先提出了融合育种提高青霉素产量的报告，开创了原生质体融合技术在实际工作中的应用，使原生质

体融合技术成为提高抗生素产量的重要手段之一。1983 年 Yamachita 等相继开展了其他多种微生物的原

生质体融合，使酵母菌、霉菌、细菌、放线菌等多种微生物原生质体融合技术逐渐形成了一个新的实验

体系。近 30 年来许多产抗生素链霉菌杂交重组相继获得成功[6]。利用链霉菌原生质体融合不仅克服了种、

属间杂交的不育性，大大提高了基因间重组的频率，为提高抗生素的产量提供了新的手段，而且可能产

生新的抗生素类型。 
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2.1. 影响放线菌原生质体制备的因素 

细胞融合需要制备原生质体，影响原生质体制备的最大障碍就是细胞壁，现在去除细胞壁的主要方

法就是酶解，使用的酶主要为溶菌酶、蜗牛酶、复合酶等。具体根据所用微生物的种类而定，一般放线

菌如链霉菌采用溶菌酶去壁。而酶的浓度、温度及作用时间是影响链霉菌原生质体制备的重要因素。因

为使用的酶有时含有对原生质体有害的物质，一般来说，随着酶量的增加，有害物质的浓度也会随之增

加，当达到一定浓度时，必然会影响原生质体的活性，而且，酶浓度过大，细胞脱壁太彻底，必然降低

原生质体的再生率[7]。高浓度的酶制备原生质体时细胞受损伤较大，失去了重新建成原来细胞所必要的

因子，影响原生质体的再生。同时，根据酶反应动力学原理，酶解温度直接影响酶促反应的速度。一般

放线菌的最适酶解温度为 28℃~37℃。不同微生物的最适酶解时间的差异很大。酶解时间与原生质体形

成率成正比，与再生率成反比。酶解时间过短会脱壁不彻底，酶解时间过长，对于一些早期释放的原生

质体膜则有破坏作用，影响原生质体膜的稳定性，降低原生质体的再生率[8]。此外，培养基成分的不同

也会影响原生质体的制备，原因为不同的培养基成分可导致新合成细胞壁结构的差异，这种差异又导致

了细胞壁对酶敏感度的不同，最终导致菌丝细胞释放的原生质体量的差异[9]。在链霉菌的培养基中加入

氨基乙酸，可使菌丝体细胞壁形成对裂解酶敏感的结构，进而大幅度提高原生质体的释放，且制备的原

生质体质量高，提高了原生质体的再生率[10]。另外，甘氨酸浓度也对链霉菌原生质体的制备产生一定的

影响。甘氨酸能阻碍链霉菌细胞壁的合成，提高菌丝体对溶菌酶的敏感性，可以加快脱壁，但同时高浓

度的甘氨酸会抑制菌丝生长。因此需找出对菌丝生长及原生质体释放均有利的甘氨酸浓度。此外，渗透

压稳定剂的种类和浓度也会对再生率产生影响，有报道认为[11]在高渗再生培养基中加入 0.5 mol/L 的蔗

糖较合适不同的微生物种类要求的量不同，就形成率而言，以糖及糖醇类作为渗透压稳定剂比无机盐类

更有利于原生质体的再生。 

2.2. 影响放线菌原生质体融合的因素 

影响链霉菌原生质体融合的因素很多，一般来讲 Ca2+、Mg2+有助于融合。这是因为钙离子和带负电

荷的聚乙二醇(PEG)与细胞膜表面分子相互作用，从而使原生质体带电后彼此易于附着发生凝集[12]。在

采用 PEG 诱导融合法时，PEG 的分子量对链霉菌原生质体的融合影响较大。微生物不同原生质体融合时

使用的 PEG 分子量也不同，分子量大对融合的促进作用越大，但同时对细胞的毒性也越大，一般链霉菌

原生质融合多采用分子量为 1000~1500。在采用常规分子量 PEG 效果不理想的情况下，本实验室尝试组

合 PEG 作为融合剂的方法获得成功，将 PEG1000 与 PEG4000 按照 2:1 的比例混合，在一定程度上提高

了链霉菌融合子的得率。这种不同分子量 PEG 的组合既促进了融合，也降低了对细胞的毒性，为原生质

体的融合提供了更多的可能性。PEG 的浓度也会影响融合，若 PEG 的浓度过高，会影响原生质体融合体

的再生，通常链霉菌会选择 50%的 PEG 浓度。 
链霉菌在进行种内原生质体融合时，由于其基因组同源性强，重组频率高，生命力强，融合子遗传

稳定。但两亲本菌株亲缘关系近，融合使生物合成的某些基因得到强化或其调控机制得到改变的频率较

低，因此重组子代谢产物的单位产量较原始亲本可能提高的幅度较小。如亲本之一为高产菌株，另一亲

本为效价比较低的菌株，重组子基本效价可能仅介于两菌株之间，难以有较大提高，[13]而亲缘关系较远

的菌株融合，虽然成功率较低，但可能获得较大突破。除此之外，应该考虑到实验中发生融合的情况是

复杂的。首先，自身细胞即同一遗传标记的细胞会发生融合。其次，不同遗传标记的原生质体相融合。

且融合后的原生质体有一部分是含两个核，有的是 3 个核甚至多个核。Hopwood[14]曾经严格证明了天兰

色链霉菌中多个原生质体融合为一个的现象。在亲本的选择方面，我们也尝试通过两株不产所需抗生素
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的诱变菌株进行融合，这是基于激活沉默基因的方法。所谓沉默基因是指在自然条件下存在于菌体中的

不表达或表达水平极低，并在特定条件下可被激活而表达活性产物的 DNA 序列[15]。此方法产生新抗生

素的理论依据是根据微生物次级代谢的特点，即一种微生物可能具有比其直观表现的有更大的产生多种

抗生素及生物活性物质的潜力。 

2.3. 融合子的筛选方法 

融合完成后融合子的选择很重要，融合之前需要对双亲本进行标记，但多数抗药性标记都会影响代

谢产物的产量，而原生质体灭活近些年采用的比较多。通过将单亲或双亲的原生质体经紫外线照射、加

热或某些化学药剂的处理，使其丧失在再生培养基上生长的能力，两亲株融合后产生的融合子损伤互补，

可在再生培养基上生长，虽然融合再生率相对较低，但操作简便，对代谢产物的影响小。在单亲灭活原

生质体的融合中，有人认为可以实现遗传物质的单向传递，即被灭活亲株只起供体作用。骆健美等[16]
将 2 株高产褐黄孢链霉菌(Streptomyces gilvosporeus) SG-2002-1 和 SG-2002-2 的原生质体分别经过紫外灭

活和热灭活后进行融合，得到能够生长繁殖的融合子。 
还可通过营养缺陷型标记筛选融合子，其原理是缺陷型的双亲由于丧失了合成某种营养物质的能力，

导致它们在基本培养基上不能生长、繁殖。而同一亲本相互融合产生的融合子也不能在基本培养基上形

成菌落，只有不同亲本原生质体相互融合后，缺陷的营养物质得到互补才能恢复为野生型，进而在基本

培养基上生长形成菌落。也可以利用抗药性标记筛选融合子。Bradshaw 等 1984 年用这种方法检出了融

合子。 
除此之外，荧光染色法也是一种筛选融合子的有效方法。其机理是在酶解制备原生质体时事先向酶

解液中加入荧光色素(如 DAPI，FTTC)进行标记，使双亲原生质体分别带上不同的荧光色素。带上荧光色

素的原生质体仍可以发生融合并具有再生能力，然后在显微操作器和荧光显微镜下来挑取同时带有双亲

原生质体荧光标记的融合子，将挑选的融合子直接置高渗再生培养基上即可。龙建友等[17]将产秦岭霉素

的菌株原生质体用酚藏花红荧光标记，将其诱变株 Ms-24 菌株原生质体用伊文思蓝荧光标记，融合后在

荧光显微镜下筛选同时带有红蓝荧光的融合子，再通过进一步发酵产物 HPLC 检测得到三株高产秦岭霉

素的融合子。利用某些特殊的生理特征作为标记来筛选融合子，是一种更简单是方法。孙丽娟等[18]将吸

水链霉菌 FC904-25 和链霉菌 FCZ0311 融合后直接涂布再生培养基上，多次融合得到 10 株菌落形态不同

于亲本的绿色“融合子”且融合子在抗生素代谢与产量方面比亲本更具优势。 

3. 基因调控技术 

在选育高产菌株的基础上，基因调控技术可以主动的提高目标化合物的产量，放线菌中天蓝色链霉

菌(S. coelicolor)和阿维链霉菌(S. avermitilis)基因组测序已完成，分别发现了 24~30 个编码色素等次级代

谢产物的基因簇[19] [20]，这个数字远超过这 2 种链霉菌中已发现的次级代谢产物的数量，说明在现有的

培养条件和筛选方法下还有许多的天然产物没有表达和被发现。因此，利用基因工程和代谢调控等手段

提高现有抗生素的产量和增加已有抗生素的同系物的种类具有较大的潜力。 

3.1. 共培养增加次生代谢产物的多样性 

抗生素产生多以单一的纯菌种进行发酵培养，而自然生态环境中的微生物往往处于多菌种共存的状

态。因此，模拟微生物野生生境，研究两种或多种微生物的共培养，可能增加次生代谢产物的多样性及

新生物活性物质的发现，共培养由于其复杂性，目前对于得到的新活性组分的产生机理还不清楚。根据

前人在共培养研究方面的相关文献，可以推测是营养条件的改变或竞争胁迫诱导产生。两菌共培养时，
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由于一种菌生长繁殖速度较快成为优势菌，使培养基中的营养成分被大量消耗而迅速达到寡营养状态。

寡营养条件的形成可能会导致产物的变化。还有一种说法是“沉默基因”的激活[21] [22]。在普通条件下

放线菌中许多抗生素合成相关基因不表达或表达水平极低，共培养过程中另一菌产生的代谢产物可能激

活了放线菌的某些沉默基因，从而产生了新的代谢产物。黄兵等[23]利用链霉菌 FXJ2.014 与枯草芽孢杆

菌进行共培养产生了在相同条件下单培养时没有的生物活性组分 FXJ2.014-HB，其抗菌、抗肿瘤活性良

好，且细胞毒性明显降低，有可能成为低毒性的候选抗生素。Kurosawa 等[24]利用链霉菌(Streptomyces 
padanus)与红球菌(Rhodococcus fascians)共培养发现了 2 种新的抗生素 Rhodostreptomycins A 与 B。由此

可见，利用 2 种不同菌株的共培养充分利用了菌种资源，在增加次生代谢产物多样性方面具有一定的价

值。 

3.2. 代谢调控提高抗生素产量 

链霉菌次级代谢调控有三个层次，分别为：途径特异性调控(pathway-specificregulation)、多效调控

(pleiotropic regulation)和全局调控 (global regulation)。在这三个层次的调控中有一类自动调控因子

(Autoregulator)，作为胞外信号分子控制着链霉菌次级代谢物的产生或其形态分化，它们在微生物菌体中

扮演着类似动物“激素”的角色，如有着特殊 2，3-二替代-γ-丁酸内酯框架，被称作 γ-丁酸内酯自动调控

因子[25]。截止目前已经在 7 类链霉菌中鉴定了 14 种 γ-丁酸内酯[26]，根据 C-2 位结构的细微差别可分

为三种类型：A 因子型，含 6-酮基；VB 型(Virginae butanolides, VBs)，含 6-A 羟基；IM-2 型，含 6-B 羟

基。现只对 A 因子型对微生物的次级代谢与形态分化的调控作用进行简单阐明。A 因子由一种甘油衍生

物和一种 B-酮酸衍生物缩合而成[27]，是一种小分子，当它浓度低至 10−9 mol/L 即可恢复其缺陷型突变

株的链霉素产生和孢子形成能力。AfsA 是 A 因子生物合成的关键酶，在菌体生长初期，当 A 因子浓度

很低时 ArpA 结合 AdpA 启动子区域抑制其转录，随着菌体的生长，A 因子不断积累，当浓度达到阈值时，

A 因子结合 ArpA 并从 AdpA 启动子解离下来，诱发 AdpA 的转录。AdpA 控制着一系列参与形态分化和次

级代谢基因的转录，形成一个 AdpA 控制的调控网络。有关实验证明 A 因子突变株相对于野生株提前产

生链霉素并且产量提高了 10 倍[28]。我们可以尝试人为提高 A 因子的浓度进而增加我们理想的次级代谢

产物的产量，或者尝试敲除 ArpA 基因的数量，因为它对链霉素的产生和形态分化起着阻遏作用。 

3.3. 改造抗生素生物合成基因簇 

微生物控制次级代谢产物合成和调节的基因通常成簇存在于染色体上，称为生物合成基因簇。随着

分子生物学的发展，许多生物合成基因簇已了解的比较清楚。如纤维堆囊菌(Sorangium cellulosum)存在长

92 kb 的 Chivosazol 生物合成基因簇，它包含 4 个聚酮合成酶(PKS)基因和调控基因[29]。改造抗生素生物

合成基因簇可分为增加基因簇的拷贝数、改造调控基因和自身抗性基因以及异源表达等。增加基因簇的

拷贝数可分为插入抗生素生物合成基因或是增加限速酶基因的拷贝数来提高抗生素的产量。Hung 等[30]
将克拉维酸链霉菌(S. clavuligerus)中 cas2 基因整合进染色体，增加其拷贝数，从而使克拉维酸增产 1.6~5
倍。不同生物合成基因簇的调控基因同源性一般很高，建立了改造某个调控基因的方法后，即可利用调

控基因的同源性，将该方法扩展到其他菌种中。调控因子是一类在转录水平调节基因表达的蛋白质，它

们能特异性结合到该基因簇中的核酸调控元件，激活或阻碍抗生素结构基因的转录。通常来说，过量表

达编码激动子的基因和失活编码阻遏子的基因，是增加抗生素产量最直观的方法。链霉菌抗生素的生物

合成基因簇转录起始普遍依赖全局或途径特异调控蛋白的调控。全局调控蛋白主要有双组分调控系统，

如 AbsA1/A2、PhoR/P、AfsQ1/Q2 和 DraR-K [31]；途径特异性调控蛋白主要包括链霉菌抗生素调控蛋白 
SARP (Streptomyces antibiotic regulatory protein)家族，SARP 对抗生素生物合成起正调控作用[32]。在链霉
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菌的调控网络中 TetR 家族作为非常重要的成员在链霉菌形态分化、初级代谢以及次级代谢中发挥着重要

的作用。TetR 家族转录调节因子(TetR family transcriptional regulator, TFR)是最常见的原核转录调控因子

之一，因其家族中结构和功能研究最为清楚的四环素抗性阻遏蛋白(Tet repressor, TetR)而得名[33]。TetR
家族成员通常发挥着负调控作用，对于 TFRs 的传统研究通常是采用基因敲除的方法，期望通过解除阻

遏从而达到激活沉默的基因簇或者提高低产抗生素产量的目的。但近年来不断有研究报道发现 TFRs 作

为正调控因子参与次级代谢调控的例子[34]。这又揭示了 TFRs 调控因子的多样性。在抗生素生物合成基

因簇内有一个或多个基因来负责编码修饰抗生素靶点酶系统，包括抗生素失活酶和转运酶等，它们可使

菌株产生抗生素抗性，被称为自身抗性基因(self-defense gene)。抗性基因可以提高菌株自身的抗性，使其

免受产物的毒性作用，因此，通过表达自身抗性基因，能够促进抗生素的合成。Yanai 等[35]在卡那霉素

链霉菌中复制了整个卡那霉素基因簇，这其中包含 3 个自身抗性基因，结果使卡那霉素增产 3.5 倍。我

们还可以通过基因工程技术，将目的生物合成基因簇转移至同源或不同的异源宿主中表达，不仅可以提

高抗生素的产量还可激活沉默的生物合成基因簇，利用不同的表达体系生产更多结构新颖、功能独特的

抗生素。Eustáquio 等[36]在 S. coelicolor M512 中表达天蓝色链霉菌的全部新生霉素合成基因簇并引入调

控基因 novG，使新生霉素产量提高了 300%。 

3.4. 核糖体改造工程提高抗生素产量 

核糖体工程选用作用于核糖体的抗生素，通过抗性筛选等相关实验来筛选得到代谢能力得到改造的

突变株。链霉素等抗生素的靶点为核糖体组分，当抗生素生物合成基因簇发生突变时，会编码某些突变

的核糖体蛋白，抗生素无法作用于突变的核糖体蛋白或 rRNA，因而使该菌种能够对外界抗生素等表现抗

性，促进抗生素的合成[37]。国外核糖体工程研究主要围绕的是提高产能和选育高产菌株，并取得突破性

进展[38]-[39]，有文章记载抗性突变可使突变株代谢和生产原始菌所不生产的已知抗生素[40]-[41]。一般

核糖体工程中定向突变编码核糖体蛋白 S12 的染色体 rpsL 基因的报道较多。当 rpsL 发生突变时，它能

对链霉素、菲特霉素(Fredericamycin)等次级代谢产物产生抗性[42]。采用该方法已实现菲特霉素和十一烷

基灵菌产量的提高。通过核糖体改造工程实现抗生素产量提升的途径还有突变核糖体 rRNA 或者利用诱

变育种随机突变核糖体蛋白等方法。随机突变核糖体蛋白的方法较为简便，突变完成后只需筛选带有抗

生素抗性的菌株，然后进行发酵产物的 TLC 和 HPLC 的检测分析即可高频率地检测到目标产物的高产突

变株。韩小贤等[43]曾利用此方法以 3 株具有抗肿瘤活性的产生菌，两株陆地放线菌 YN17707、18522
和一株海洋放线菌 007 为出发菌，得到高产原始菌所产化合物的突变株 87 株(41%)和可产新产物的突变

株 22 株(10%)。 

4. 结  论 

针对目前海洋放线菌产生次级代谢产物药用价值高，但产量很低，较难在短期内提高的现状，本文

就目前可能的操作方法进行了论述，原生质融合是一种提高产量行之有效的育种方法，但操作过程中需

要注意诱导剂、亲本菌株的亲缘关系及融合后的筛选等问题，适当的调节和选择将可能获得较大的突破；

模仿放线菌的野生状态，采用共培养方法提高产量，虽然重复性不好但具有简便易操作的优势；改造生

物合成基因簇和利用代谢调控因子调控，是提高放线菌次级代谢产物产量的主动的方法，但需要较高的

技术操作和研究成本，核糖体改造工程虽然成本相对较低，后续的筛选工作量会比较大。 
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